エンバク冠さび菌夏胞子の自己発芽抑制物質とその誘導体による植物菌類病防除への試行 by 鶴嶋 鉄
〔論文〕
エンバク冠さび菌夏胞子の自己発芽抑制物質
とその誘導体による植物菌類病防除への試行
鶴　　嶋　　　　鉄
1．　は　　じ　　め　　．こ
合成して，植物菌類病の防除に対する可能性に
ついて検討した。
　菌類胞子が高密度状態になると発芽率の減少
が起こる自己発芽抑制現象については，現在ま
で60種以上の菌類で報告されており，多くの場
合，発芽抑制物質の存在を示唆する論文が出さ
れているω。最初に自己発芽抑制物質を分離
し，構造決定したのはMackoらであった。
1970年に，彼等は，研o刎μs助α∫20”の自己
発芽抑制物質をmethy16｛s－3，4－dimethOxycin－
namate（MDC）と同定した9〕。彼等は続いて
翌年，1〕〃66加如餅舳棚s　f．sp一γ肋6｛の自己
発芽抑制物質を，methy166s－feru1ate（MF）
と同定した㈹。その後，肋σ6絨α尻θ”α〃舳，
1〕一〃伽α伽伽励棚，肋6σ棚α〃α6免棚s，1〕〃6－
6伽加∫0γψが4〕，一P〃66伽わS〃｛ぴ07刎ゐ｛5〕カ、ら自
己発芽抑制物質が同定されたが，いずれも
MDCであった。さび菌夏胞子以外では，Lep－
pikら｛6〕が1972年に，・P舳〃0功0γ0肋α6伽
から自己発芽抑制物質として5－isobutyroxy一β
一iononeを単離した。安部らωも，1976年に
」D加妙os加1伽閉励s60〃刎刎からdiscadenineを
単離した。
　さび菌夏胞子の自己発芽抑制物質は，シンナ
メートの側鎖の二重結合がシス型に配置した化
合物で非常に強い活性を有するが，この化合物＾
は，光照射により全く活性の無いトランス型に
配置した化合物に変換する。筆者は，エンバク
冠さび菌夏胞子から自己発芽抑制物質を分離・
同定すると共に，自己発芽抑成物質の誘導体を
2．案験材料と実験方法
　1）　さぴ菌夏胞手の収集
　この研究で使用したさび菌は，エンバク冠さ
び菌夏胞子（肋oc棚α60γo物α加Cda．f．sp．
ω2〃αθFraser召まLed．）レース226，コムギ黒
さび菌夏胞子（1〕〃66伽α鮒舳棚s　Cda．£sp．
〃脳EriksθオHenn・）およびネギさび菌夏胞
子（肋66棚αα1κ）であった。野外で採取した
さび菌罹病葉を水で洗い，水分を拭き取った後
にデシケーターに積み重ねて，25℃湿室下に保
存した。2日後には多数の新胞子を形成したの
で，葉をたたいて胞子を紙上に振り落とした。
収集した胞子は，使用時まで5℃暗黒下に保存
した。
　2）抽出物カ、らの自己発芽抑制物質の検出法
　胞子発芽液および胞子洗浄液からの自己発芽
抑制物質の検出は，真山ら㈹がファイトァレ
キシン研究のために開発した生物検定法（TLC
プレート生物検定法）を用いた。濃縮した抽出
物から少量をとり，シリカゲル（Merck　GF捌）
の薄層板（0．38mm）上にスポットし，ペンゼ
ン／ジエチルエーテル（8：2，v／v）で展開し
た。この薄層板は，溶媒を除去するために充分
に風乾した後，．水を粉霧して湿らせ，湿室箱の
中に入れて20℃，暗黒状態で12～16時間置い
た。薄層板上の発芽抑制活性を示す部位は，夏
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胞子本来の色調が発芽後に変化して白っぽくな
った周囲から，黄色のスポットとしてはっきり
と識別された。
　3）水溶液中での発芽試験（加0伽0試験）
　発芽試験は，次の2通りの方法を使い分け
た。
　1つは，メタノールに溶かした供試検体をマ
イクロシリンジでペトリ皿底面に所定量塗り付
け，溶媒が蒸発した後に蒸留水を入れ，ごく少
量のさび菌夏胞子を付着させた白金耳で懸濁す
る方法であった。
　もう1つの方法は，供試検体を少量のアセト
ンで溶解し，その溶液を滅菌蒸留水で濃度調整
し，胞子を懸濁した。
　いずれの場合も，胞子懸濁液ぽ，暗黒，20℃
下でi2時間置き，発芽率を顕微鏡により測定し
た。
　4）寒天希釈法による殺菌活性試験（加0ε・
か0試験）
　供試検体をアセトンで溶解し，そのアセトン
溶液を40～50℃の寒天培地にまぜてよく分散さ
せる。この方法により準備した一定濃度の供試
検体含有培地に供試菌の胞子懸濁液を接種し，
一定条件で培養後その生育の有無を判定し，菌
の生育に対する供試検体の最低生育阻止濃度
（minimuminhibitoryconcentration，MIC）を
決定した。2種類の供試菌を使用し，キュウリ
ベと病菌（1〕sθ〃ψ〃o〃oψoγαα必伽s｛∫）の場合
はしょ糖寒天培地で25℃下に2時間培養し，灰
色かび病菌（Bo的眺C伽舳α）の場合はジャガ
イ毛ぷどう糖寒天培地で20℃下に24時間培養し
た。
5）植物菌類病防除試験（加口加0試験）
　試験液は，供試検体を少量のジメチルホルム
ァミドに溶解し，その溶液をリノーを含む蒸留
水にて濃度500ppmとなるように調整し，8
種の植物病原菌に対する防除効果を検討した
（表1）。
表ユ　植物菌類病防除試験の供試菌
供試菌 供試植物
p州0〃α伽07ツ醐θ
　　　　　（いもち病菌）
肋∫〃伽刎0〃ψ0r舳
　　　　　（フザリウム立枯病菌）
1〕ツ肋伽例α助舳〃〃刎α肋刎
　　　　　（ピシウム立桔病菌）
1～乃ク200チo〃’σ　301α閉’
　　　　　（リゾクトニア立枯病菌）
8助0〃0伽ωル〃9伽α　　　　　（うどんこ病菌）
1ヲo云7ツま；3　6圭〃θ7θα
　　　　　　（灰色かび病菌）
P3θ〃0加プ0珊0功0閉0必θ〃曲
　　　　　（べと病菌）
P〃66｛〃6α　6070物αまσ
　　　　　　（冠さび菌）
イネ
キュウリ
キュウリ
キュウリ
キュウリ
キュウリ
キュウリ
エンバク
　地上部殺菌活性試験は，供試植物に上言己試験
液を塗布後，供試菌を接種した。
　立枯病菌の場合は，土壌に種子を播種し，土
壌表面に供試菌を接種後，試験液を土壌処理し
た。評価は，4～15日後（供試菌で異なる）に
行った。
3．実　験　結　果
　1）　エンバク冠さぴ菌夏胞手の自己発芽抑制
物質の分離
　エンバク冠さび菌夏胞子の自己発芽抑制物質
の分離は，Mackoらωの方法に従って遂行し
た。夏胞子（0．5g）を，蒸留水（100㎜1）中で
20℃で20分間撹枠し，そのろ液を集め’た。夏胞
子の総量25gからのろ液を，等量のジエチル
エーテルで3回抽出した。この工一テル抽出液
を，薄層板にチャージし，ベンゼン／ジエチル
エーテル（8：2，v／v）の溶媒で展開した。展
開後，この薄層板の　Rf　O．6近辺を約1．5cm
の幅にかき取り，無水メタノールで溶出した。
溶出液を濃縮・乾固し，酢酸エチルに転溶後，
高遠液体クロマトグラフィー（HPLC）により
精製した。Nuc1eosi1100－5カラム　（住友化学
工業製，粒経5μm，0．8×30cm）にチャージし，
ヘキサン／酢酸エチル（5：1，v／v）で溶離し
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た。保持時間が，17．9分（ピーク1）と23．9分
（ピーク2）の位置に，大きなピークが出現し
た。これらの2つのピークの画分を，繰り返し
てHPLCにかけることにより精製した。ピー
ク1の画分の収量は45μgで，ピーク2の画分
の収量は30μgであった。精製物は，暗黒で保
存した。これらの2つの画分の純粋性を各種ガ
スクロマトグラフィー（GC）により確認した。
ピークユの画分は強い発芽抑制活性を示した
が，ピーク2の画分には活性がみられなかっ
た。
　2）エンバク冠さぴ菌夏胞手の自己発芽抑制
物質の同定｛9〕
　分離した2つの成分をガスク1・マトグラフィ
ー質量スペクトル装置（日立M－70ガスク1コマ
トグラフィー質量分析装置）で分析すると，全
く同じスペクトルが得られた〔電子衝撃，20
eV：m／z222（分子イオンピーク，M＋），207
（12．9％，　M＋一CH3），　191　（32．5％，　M＋一
〇CH3），163（4．3％，M＋一COOCH3），147（5．2
％）〕（図1）。このスペクトルは，合成したmeth－
y16｛s，か伽s－3，4－dimethoxycimamateのスペ
クトルと一致した。この結果，活性成分である
ピークユの画分が，methy13，4－dimethoxycin－
namateの異性体であると結論を下した。ピー
ク1とピーク2の構造は，合成した標晶と比較
することによって決定した。すなわち，ピーク
1のHPLCとGCにおける保持時間は，methy1
c｛s－3，4－dimethoxycinnamateの合成標晶と一
（％〕｝。。　ψ
図1　エンバク冠さぴ菌夏胞子からの自己発芽抑制物
　　質のマススペクトラム
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致した。また，ピーク2の保持時間は，肋ηs
異性体と一致した。さらに，セルロースのスポ
ットフィルム　（東京化成工業製，20×20cm、
展開溶媒は水）で検討した場合，ピーク1の
Rf値は0．6，ピーク2のRf値は0．3を示し，
それぞれmethy16；s－3，4－dimetboxycinnamate．
methy1か伽s－3，4－dimethoxycinnamateのRf
値と一致した。以上の結果より，ピーク1の活
性本体は，methy16εs－3，4－dimethoxycimamate
であると結論した。スライドグラス上での発芽
試験により，methy16｛s－3，4－dimethoxycin－
namateのED50は，12．5P9／mlであった。し
かし，この物質の伽刎s異性体には，全く活性
がみられなかった。
　3）　2種のm帖y1b㎝刎1mlomteの抗菌
活性
　さび菌から単離された2種の自己発芽抑制物
質は，いずれもシンナメートの側鎖の二重結合
がシス型に配置した化合物で，非常に強い活性
を有する。しかし，これらの化合物は光照射に
より，全く活性の無いトランス型に配置した化
合物に変換する。この問題点を克服するために
2種の化合物を考案し合成した。これらの化合
物は，シンナメートの位置に相称的な構造のメ
トキシカルボニルを有するmethy1benza1－
ma1onateである。まず，methy13，4－dimetho－
xybenza1malonate（MDB）を，薄層板上に
1000，100，10，1pg相当量チャージし，ペンゼ
ン■ジェチルェーテル（8：2，v／v）の溶媒で展
開後，エンバク冠さび菌夏胞子を塗布して活性
を調べるTLC生物検定法により検討した（図
2）。MDBは1pgのチャージ量でも明白な抗
菌スポットが出現する，きわめて活性の強い化
合物であることがわかった。次に，各種濃度の
水溶液を準備し，発芽試験により活性を調べ
た。供試菌には，エンバク冠さび菌夏胞子とネ
ギさび菌夏胞子を用いた。両菌どちらにしても
ED50は20～40P9／mユであり，80P9／m1では
完全に発芽を抑制した（図3）。2種のmethy1
benza1malonateの活性を，自己発芽抑制物質の’
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methy16｛s－3，4－dimethoxycinnamate（MDC）
およびmethy1泌一femlate（MF）の活性と比
較し，特異性があるかどうかを水溶液中での発
図2　TLC生物検定法による　Methy13，4－dime－
　　thoxybenza1ma1onateの抗菌性
　　展開溶媒；ベニ■ゼン■ジエチルエーテル
　　　　　　　　　　　　　　　（8：2，v／v）
芽試験により検討した（表2）。供試菌にはエ
ンバク冠さび菌とコムギ黒さび菌夏胞子を用い
た。Methy14－hydroxy－3－methoxybenzalmalo－
nate（MHMB）の場合，コムギ黒さび菌夏胞
子に対するED50は270P9／mlであったが，エ
ンバク冠さび菌夏胞子に対するED50は6800
pg／mlとなり，ずっと低い値を示した。これ
は，MFと同じ傾向であった。逆に，MDBの
コムギ黒さび菌夏胞子に対するED．oは4160
P9／m1であったが，エンバク冠さび菌夏胞子に
対しては25pg／mlと極めて強くなった。この
ざ
耕轟50
阜汰
漁
　0　　　　　　20　　　　　40　　　　　60　　　　　　80　　　　100
　　　　　　　　濃度（P9／m1）
図3．Mcthy13，4－dimcthoエybc皿za1m副1011ateのエンバク
冠さび菌ネギさび菌夏胞子に対する発芽抑制活性
　●一●：ネギさび菌
　○一〇：エンバク冠さぴ菌
表2　合成した自己発芽抑制物質とその誘導体のさび菌夏胞子の発芽に対する影響（ED50）
さ　び菌　夏胞子化　　合　　物
P，6070舳切〃θ伽θ P．9伽舳〃舳」
：1卿・… 13P9／m1 3680＊pg／ml
、二か・… 5570＊ 180＊
：1二篶驚H3 25 4160
。二1篶：：竈H3
6800 270
＊データーは，1972年のMacko（4〕から，編集した。
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表3　8種の異なった病原菌に対女る2種のmethy1
　　ben物1ma1onateユ）の防除効果
病原菌 防除率（％）
ぶ肌：1㌘：1二肌訂
R0〃2伽
尺0〃功07榊
戸．α助α〃肋舳α肋例
1～．∫0左α〃｛
8．〃〃g伽θ0
3．6伽〃θo
P．倣加榊必
P．’070〃0’σ
42
　0
　0
0
　0
　0
100
30
1）供試濃度；500ppm
一；試験せず
場合はMDCと同じ傾向であった。このよう
にMFをMHMBに，MDCをMDBに変
換させてもその活性の強さはほとんど変化せ
ず，特異性についても維持されていた。また，
2種のmethyl　benzalmalonateは，非常に安
定な化合物であった。その発芽抑制作用は静菌
的であり，発芽を抑制するが発芽管の進展には
影響せず，発芽抑制されていた処理胞子を水に
移し替えると再ぴ発芽管の伸長がみとめられ
た。
　4）‘自己発芽抑制物質と誘導体の殺菌活性試
験
　8種の植物病原菌に対して初伽oでの防
除活性を検討したが，500ppm　の濃度では，
MHMB，MDB共に，イネいもち病菌，キュ
ウリベと病菌およびエンバク冠さび菌に対し
て効果を示した（表3）。次に，自己発芽抑制
物質の誘導体98個の検体を合成し，加吻oで
の防除活性を調べた。この中で，土壊病原菌に
顕著な効果を示した9種の誘導体を選び，キュ
ウリペと病菌および灰色かび病菌に対する加
リ伽oでの殺菌活性を検討した（表4）。両菌に
対するMICは，それぞれ1～8ppm，＞128pp
mであり，Captan（0．03ppm，2ppm）より劣
るものであった。しかし，誘導体の㎜ethy13－
methoxybenza1ma1onate（MMB）のその他重
要病原菌に対するMIC，ED馳は対照薬剤と同
程度かそれより優れていた（表5）。
4．考　　　　　察
　筆者の研究により，自己発芽抑制物質が，
methy16｛s－3，4－dimethoxycinnamate　（MDC）
であるさび菌夏胞子に，エンバク冠さび菌を加
えることになった。エンバク冠さび菌のMDC
に対する活性を検討するとED．oはユ2．5pg／
m1であったが，この数値は，エンバク冠さび
菌の自己発芽抑制物質が，これまで単離・同定
された菌類の生理活性物質のうちで，1×10■o
Mで活性を示す刈1o〃6θsの性フェ1コモンの
siτenin‘mや6pg／m1の濃度で活性が認めら
れるん吻αの性フェロモンのantheridio1｛11，
に匹敵する最も活性の強い物質であることを指
摘する。
　このさび菌の自己発芽抑制物質をリード化合
物として，誘導体による植物菌類病の防除への
試みは，興味深い結果を得た。自己発芽抑制
物質の不安定さを克服するために，methyI4－
hydroxy3－methoxybenza1ma1onate（MHMB）
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表4 自己発芽抑制物質誘導体のキュウリペと病菌と灰色
かぴ病菌に対するM　I　C
　　　　／COOCH・X－CH＝C　　　　＼COOCH畠
X
谷
㌦
・・｛γ
・一く｝
　Fげ
し
…｛｝
Captan
Daconil
MIC（PPm）
PC‡
O．03
0．25
BC柵
〉工28
＞128
＞128
128
128
128
＞128
＞128
＞128
　2
〉128
　　　　　　　　＊　1〕3θ〃d0力θ70他03カ07α　6”δ2閉35∫
　　　　　　　　繍B0卿桃0肋舳0
およびmethy13，4－dimethoxybenzalma1onate
（MDB）を合成し，植物菌類病の防除について検
討すると，イネいもち病菌，キュウリベと病菌
およびエンバク冠さび菌に効果を示した。さら
に，多数の誘導体を合成し，防除を検討すると，
土壌病原菌に強い効果を示す9種の化合物が
あった。このことぽ，自已発芽抑制物質の誘導
体が，他の局面で作用する可能性を示唆してい
孔誘導体の中には，植物菌類病の防除以外の
面で有用物質として適用できるものも含まれて
いるかもしれない。今後，他の活性作用につい
ても検討していく必要があるだろう。植物病原
菌に対する加伽oおよび加〃伽o試験を通
じて，誘導体の中で最も活性が強かったのは，
methy13－methoxybenzalmalonate（MMB）で
あった。すなわち，MHMBとMDBから4位
のヒドロキシル基およびメトキシル基がなくな
ることにより，農業上の大きな間題となってい
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表6MDBとMMBのエンバク冠さび菌夏胞子
　　　に対する活性作用の比較
特　　性
ED50
発芽管の伸長阻害
鰐麗洗浄による発芽
供試検体
MD　B
25P9／ml
十
MMB
ユ．3μ9／ml
　＋
る多くの土壌病原菌に対して顕著な効果を示す
ことになったのである。また，この化合物の各
種病原菌に対するMIC，ED．oの数値は，対照
薬剤と同程度かそれより優れていた。エンバク
冠さび菌夏胞子に対する発芽試験によりMDB
とMMBの活性を比較すると，MMBの発芽抑
制力は，かなり弱かった（表6）。しかし，M1DB
は胞子から発芽管が出現した後では全く効果を
示さず，静菌的な発芽抑制物質であったが，
MMBは発芽管の伸長も抑制し，作用には殺菌
性がみられた。すなわち，methyl　benza1ma1o－
nateは3位と4位の位置にメトキシル基を有
すると，自己発芽抑制物質と同様な作用を有す
る静菌的な発芽抑制物質であるが，4位の位置
のメトキシル基がなくなると作用の異なった殺
菌物質に変化する。そのために，MMBが，勅
幽o試験で多くの菌種に防除効果を示すので
あろう。
　1927年にF1emingωが，ある種の青カビが
寒天培地上で黄色ブドウ状球菌を溶かしてしま
う現象への注目からペニシリンの発見へと至っ
た経過は非常に有名である。同じ点から，筆者
の行った，菌類胞子の自己発芽抑制現象に焦点
をあて，その制御物質の誘導体により植物菌類
病を防除しようという企ては，新しい形の農薬
開発に結びつく可能性があると考える。
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